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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi isolar e tipificar
micro-organismos presentes em linfonodos hipertrofiados ou lesoes
macroscopicas sugestivas de tuberculose colhidos de 12 caprinos e
28 ovinos abatidos no matadouro publico do municipio de Patos,
Paraiba. A identificagio de micobactérias foi feita com o mérodo
PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis). Também foi realizado o
exame histopatolégico das lesoes. Os drgios afetados foram figa-
do, pulmio, glindula mamdria, bexiga e linfonodos mediastinicos,
mesentéricos, submandibulares, parotideos, popliteos, pré-crural,
pré-escapular e inguinal superficial. O exame histopatolégico apon-
tou a presenga de granulomas em 8 (20,00%) animais. Dos 12 capri-
nos, 1 (8,33%) foi positivo no cultivo de micobactérias, e pelo mé-
todo PRA o isolado foi classificado como pertencente ao complexo
M. tuberculosis. Dois (7,14%) ovinos foram positivos para a presenca
de micobactérias ambientais. Houve isolamento de Corynebacterium
pseudotuberculosis em 8 (66,66%) caprinos e em 17 (60,71%) ovinos,
¢ isolamento simultineo de micobactérias e C. pseudotuberculosis em
1 (8,33%) caprino e 1 (3,57%) ovino. O isolamento de micobactéria
do complexo M. tuberculosis em caprinos no presente trabalho levanta
preocupagdes do ponto de vista de satide publica, uma vez que profis-
sionais envolvidos na manipulagio destes animais, bem como a popu-
lagio consumidora de carne e leite, estao expostos ao risco de infeccio.

PALAVRAS-CHAVE: micobacteriose; complexo Mycobacterium
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ABSTRACT: The aim of this work was to isolate and characterize
microorganisms in hypertrophied lymph nodes or gross lesions
suggestive of tuberculosis collected from 12 goats and 28 sheep
slaughtered at the public slaughterhouse of Patos municipality,
Parafba State, in the Northeast region of Brazil. The identification of
mycobacteria was performed by the PRA method (PCR-Restriction
Enzyme Analysis). Histopathological examination of lesions was
also performed. Organs affected were liver, lung, mammary gland,
bladder and mediastinal, mesenteric, submandibular, parotid,
popliteal, precrural, prescapular and superficial inguinal lymph nodes.
Histopathological examination showed the presence of granulomas
in 8 (20.00%) animals. Of the 12 goats, 1 (8.33%) was positive in
the culture of mycobacteria, and by PRA method the isolate was
classified as belonging to the M. tuberculosis complex. Two (7.14%)
sheep were positive for the presence of environmental mycobacteria.
There was isolation of Corynebacterium pseudotuberculosis in 8
(66.66%) goats and 17 (60.71%) sheep, and simultaneous isolation
of mycobacteria and C. pseudotuberculosis in 1 (8.33%) goat and 1
(3.57%) sheep. The isolation of mycobacteria of the M. tuberculosis
complex in goats in this study raises concerns of public health, as
professionals involved in handling these animals and the meat and
milk consumers are exposed to the risk of infection.
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INTRODUCAO

O Brasil possui grande extensdo territorial, oferece dtimas
condi¢des para a criagio de caprinos e ovinos e estd entre os
dez paises com os maiores rebanhos destas espécies no mundo.
Seus rebanhos somados representam 25 milhées de cabegas, o
equivalente a 2,8% do efetivo mundial, que é de aproximada-
mente 900 milhées de animais (Brasir, 2007).

A pecudria destinada 2 criagio de ovinos vem se expan-
dindo h4 muito tempo e diversificando a sua exploracio. Em
condigbes criatdrias brasileiras, antigamente os ovinos eram
utilizados apenas para a subsisténcia familiar, particularmente
para produgio de 1a e carne. Com a evolugio da selegio ge-
nética e o desenvolvimento tecnoldgico percebeu-se que esta
espécie poderia ser uma fonte valiosa de renda, nio sé pela
comercializagio de seus produtos tradicionais, mas também
pela venda do leite e de seus subprodutos (Brrro ez /., 2000).

J4 os caprinos concentram sua maior populagio na re-
gido Nordeste (aproximadamente 90% do rebanho) e tém
como principais fungées econdmicas a produgio de carne e
pele, diferente de outros paises adiantados, nos quais o pro-
duto mais explorado ¢ o leite, devido ao grande potencial
desses animais (QuUIiNTANS, 1995; CORDEIRO, 1998).

Evoluindo de criagbes voltadas para a subsisténcia, nos
tltimos anos ocorreram mudangas significativas para a con-
solidacdo da cadeia produtiva da ovinocaprinocultura no
Brasil. Nesse periodo, a atividade despertou maior atengao
de governantes, técnicos e produtores, acarretando mudan-
cas significativas, destacando-se a intensificagio da pesquisa
voltada para produc¢io de animais e beneficiamento de seus
produtos, crescimento do nivel de organizagio dos produto-
res, aumento da absorcio das novas tecnologias, maior atua-
¢io dos agentes financeiros para facilitar o acesso ao crédito
e, 0 mais importante, incremento da demanda por produtos
derivados de caprinos e ovinos (Sitva, 1998). Entretanto,
apesar do impulso mercadolégico, a produtividade da ovino-
caprinocultura no Brasil ainda ¢ baixa.

Uma das razdes estd no regime de manejo da explora-
¢io predominantemente extensiva e rudimentar, com alta
dependéncia da vegetagio nativa, utilizagio de racas nao
especializadas, assisténcia técnica deficitdria, baixo nivel de
organiza¢io e de gestio da unidade produtiva e, sobretu-
do, carecimento de controle sanitdrio efetivo. Desta forma,
o mercado vem exigindo maior preocupagdo sanitdria por
meio de medidas de biosseguranca com exames diagnésticos
ripidos e confidveis. Neste contexto, o estudo da tuberculo-
se ¢ relevante devido as perdas econémicas ocasionadas e a
possibilidade de transmissao para os seres humanos. Soma-
se a isso o fato de que a epidemia da infecgio pelo HIV ¢é
um significante obstdculo para o controle de Mycobacterium
bovis em virios paises, tendo em vista que o nimero de casos
de tuberculose humana por M. bovis vem aumentando nas
ultimas décadas (THOEN ez al., 2006).

A tuberculose caprina é semelhante a bovina (CORREA,
1975), mas CoRDES et al., (1981), em estudo sobre a ob-
servagdo da tuberculose causada por M. bovis, sugeriram
que a baixa incidéncia da tuberculose nesta espécie pos-
sa ocorrer devido a falhas no diagndstico, pois a linfade-
nite caseosa apresenta lesbes macroscépicas semelhan-
tes as da tuberculose. Tendo em vista que a linfadenite
tem ampla distribui¢io no Brasil e acomete os caprinos
(LANGENEGGER ef a/.,1991), este fato também poderia estar
ocorrendo em nossas criagoes.

Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho foi isolar
e tipificar micro-organismos presentes em linfonodos hiper-
trofiados ou lesbes macroscopicas sugestivas de tuberculose
em caprinos e ovinos abatidos no matadouro publico do mu-

nicipio de Patos, na Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Animais e colheita de amostras

Foram utilizados caprinos e ovinos abatidos no matadouro
publico do municipio de Patos, semidrido da Paraiba, que
apresentavam les6es granulomatosas ou linfonodos hipertro-
fiados, em qualquer 4rea, seja externa ou internamente, no
periodo de novembro de 2008 a maio de 2009.

Dos animais que apresentaram qualquer lesao sugestiva
de tuberculose, foram colhidos de maneira asséptica os pré-
prios abscessos bem como os linfonodos acometidos, acon-
dicionados em sacos estéreis individuais e encaminhados em

caixa de isopor com gelo ao laboratério.

Isolamento e identificacao de
micobactérias

Os fragmentos de 6rgaos e lesdes colhidos para a bacte-
riologia foram mantidos sob refrigeragio e encaminhados
ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Siao
Paulo (USP), onde foram processados visando ao isolamen-
to de micobactérias. O procedimento consistiu na homo-
geneizagio das lesdes com posterior descontaminagio pelo
método de Petroff, semeadura nos meios de Lowenstein-
Jensen e Stonebrink-Leslie, seguida de incubagio a 37°C
por até¢ 90 dias (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS,
1973). As colbénias com caracteristicas sugestivas de mi-
cobactérias foram fixadas em ldmina de vidro e coradas
pelo método de Zichl-Nielsen (CENTRO PaNAMERICANO
DE ZooNosIs, 1972) para pesquisa de BAAR (Bacilos
Alcool-dcido Resistentes). Das amostras BAAR positivas
foi utilizado o método de brometo de cetil-trimetilaménio
(CTAB), segundo KREMER et al. (1999), para a purificagio

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.80, n.3, p. 281-287, 2013



Tuberculose em caprinos e ovinos abatidos no semidrido da Paraiba, Brasil

do DNA das micobactérias, seguida da identificagio pelo
método PRA (TELENTI et al., 1993).

O método PRA consiste na utilizagio dos primers
Tbll: (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl2:
(5-CTTGTCGAACCGCATACCCT), que amplificam um
fragmento de 439 bp, caracterizando a amostra como per-
tencente ao género Mycobacterium, com posterior utilizagao
de enzimas de restricio (BstEIl e Haelll), responsdveis por
cortar o DNA em fragmentos com determinada sequéncia
de bases. O produto destes cortes no DNA produz fragmen-
tos de diferentes tamanhos, separados de acordo com o seu
peso molecular, por eletroforese em dgar gel de alta resolu-
¢do, possibilitando, por meio de chaves de classificacio, a
diferenciagio de espécies e subespécies de micobactérias

(TeLENTI et al., 1993).

Isolamento e identificacdo
de outras bactérias

O contetdo caseoso das lesoes foi semeado em dgar-sangue
e incubado a 37°C em acrobiose. As placas eram examina-
das ap6s 24 a 48 horas (S1va et al., 1982). Para a identifi-
cagio dos agentes, utilizaram-se coloragio de Gram, provas
bioquimicas e crescimento em meios seletivos como Agar
manitol, Sabouraud dextrose e MacConkey (TraBULSI;
ALTERTHUM, 2004).

Exame histopatoldgico

As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10%,
clivadas e processadas rotineiramente para confec¢io de
laminas histopatolégicas coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Ziehl-Neelsen, seguindo-se a técnica de
BEHMER et al. (1976).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, 40 animais foram estudados, dos
quais 12 pertenciam a espécie caprina e 28 4 ovina. Entre as
amostras analisadas foram observadas lesdes nodulares bem
delimitadas com material caseoso ao centro, distribuido fo-
calmente, multifocalmente e coalescente, afetando figado,
pulmio, glindula mamdria, bexiga e linfonodos mediasti-
nicos, mesentéricos, submandibulares, parotideos, popli-
teos, pré-crural, pré-escapular e inguinal superficial. Em
oito amostras as dreas centrais ao corte estavam enrijecidas
e esbranquigadas. Histologicamente, em 8 (20%) animais,
as lesoes foram caracterizadas como granulomas compostos
por centro necrético e focos de mineralizagio, margeados
por camadas laminares constituidas por infiltrado inflama-
tério primeiramente de neutréfilos degenerados seguidos

por macréfagos epitelioides, células gigantes e uma espessa
lamina de linfécitos e plasmdcitos entremeados em tecido
conjuntivo frouxamente organizado, delimitadas por uma
cdpsula densa de tecido conjuntivo (Figuras 1 e 2).

Dos 12 caprinos investigados, 1 (8,33%) foi positivo no
cultivo de micobactérias, e pelo método PRA o isolado foi classi-
ficado como pertencente ao complexo M. tuberculosis (INsTITUT
PAsTEUR, 2000) (Tabela 1), que compreende espécies patogéni-
cas. Nas Figuras 3 a 5 sdo apresentados os resultados do PRA.

Dado o ntimero de caprinos utilizados (n = 12), essa frequéncia

Figura 1. Linfonodo mediastinico. Observa-se area necrética
central com restos celulares e focos de mineralizacdo
(seta branca) sequida por camadas laminares de infiltrado
inflamatdrio delimitado por uma densa cdpsula de tecido
conjuntivo (seta preta) comprimindo o tecido normal adjacente.
Objetiva 20x. HE.

Figura 2. Linfonodo submandibular. Observa-se area
necroética margeada por infiltrado inflamatério de neutrofilos
degenerados (seta preta), seqguida por uma camada de
macrofagos epitelidides (seta cinza) e células gigantes (seta
branca). Objetiva 40x. HE.
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de infeccio pode ser considerada alta e levanta preocupagoes
do ponto de vista de sadde publica, uma vez que se trata de
uma importante zoonose, e indica que individuos que lidam
diretamente com os animais e subprodutos, como tratadores e
magarefes, estio expostos ao risco de infecgio.

Soma-se a isso o fato de que a frequéncia real de ani-
mais infectados pode estar subestimada, pois, segundo
CoRNER (1994), para bovinos, ela pode ser duplicada

porque a inspegio de rotina s6 identifica cerca de 47% das
les6es macroscopicamente detectdveis. No presente traba-
lho, foram colhidas les6es apenas de animais suspeitos, dei-
xando-se de considerar animais que nao apresentam lesoes
sugestivas de tuberculose detectdveis ao exame post-mortem
(BAPTISTA et al., 2004).

A tuberculose em caprinos, tida até pouco tempo

como rara, também foi descrita no estado de Sio Paulo

Tabela 1. Micro-organismos isolados de ganglios hipertrofiados ou de lesGes sugestivas de tuberculose em caprinos e ovinos
abatidos no municipio de Patos (PB) no periodo de novembro de 2008 a maio de 2009.

Nl.’|me.ro Espécie Locais com lesdes Agente isolado
do animal
1 Caprina Glandula mamaria C. pseudotuberculosis
2 Ovina Linfonodo mesentérico Crescimento ausente
3 Ovina Linfonodo pré-crural C. pseudotuberculosis
4 Ovina Pulmao C. pseudotuberculosis
5 Caprina Pulm&o/linfonodo mediastinico C. pseudotuberculosis
6 Ovina Figado/linfonodo parotideo Crescimento ausente
7 Ovina Linfonodo pré-crural C. pseudotuberculosis
8 Ovina Linfonodo pré-escapular C. pseudotuberculosis
9 Ovina Pulm&o/linfonodo parotideo Crescimento ausente
10 Ovina Linfonodo submandibular/parotideo C. pseudotuberculosis
11 Ovina Figado C. pseudotuberculosis
12 Ovina Figado/pulmao C. pseudotuberculosis
13 Ovina  Figado/pulmao/linfonodos mesentérico e mediastinico  C. pseudotuberculosis Micobactéria ambiental
14 Caprina Linfonodo mesentérico C. pseudotuberculosis
15 Ovina Linfonodo pré-escapular C. pseudotuberculosis
16 Ovina Figado C. pseudotuberculosis
17 Ovina Pulmao C. pseudotuberculosis
18 Ovina Figado Crescimento ausente
19 Caprina Figado/linfonodo mediastinico C. pseudotuberculosis
20 Ovina Linfonodo inguinal superficial C. pseudotuberculosis
21 Caprina Linfonodo mediastinico C. pseudotuberculosis
22 Ovina Figado Crescimento ausente
23 Caprina Linfonodo pré-escapular C. pseudotuberculosis
24 Caprina Linfonodo mediastinico Crescimento ausente
25 Caprina Linfonodo pré-escapular Crescimento ausente
26 Caprina Linfonodo mesentérico Crescimento ausente
27 Ovina Pilar do diafragma Crescimento ausente
28 Caprina Glandula mamaria Crescimento ausente
29 Ovina Figado Crescimento ausente
30 Ovina Bexiga Crescimento ausente
31 Caprina Linfonodo submandibular C. pseudotuberculosis Complexo M. tuberculosis
32 Ovina Figado/linfonodo mediastinico Crescimento ausente
33 Ovina Linfonodo parotideo C. pseudotuberculosis
34 Ovina Linfonodo popliteo C. pseudotuberculosis
35 Ovina Linfonodo parotideo C. pseudotuberculosis
36 Caprina Linfonodo parotideo C. pseudotuberculosis
37 Ovina Glandula mamadria Crescimento ausente
38 Ovina Linfonodo submandibular C. pseudotuberculosis
39 Ovina Linfonodo parotideo C. pseudotuberculosis
40 Ovina Linfonodo submandibular Micobactéria ambiental
Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.80, n.3, p. 281-287, 2013
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por BENESI ez al. (2008) em uma cabra da raga Saanen que
apresentava lesdes sugestivas, sintomatologia clinica e posi-
tividade ao teste cervical comparativo, sendo o diagnéstico
confirmado posteriormente com o isolamento e tipificagao
do M. bovis. PINHEIRO et al. (2007) relataram um surto de
tuberculose caprina em Minas Gerais, onde os animais rea-
gentes A prova da tuberculina apresentaram lesées sugesti-
vas A necropsia e foram positivos no isolamento do agente.
P1GNATA ef al. (2009) usaram caprinos da microrregido do
Cariri Ocidental paraibano e detectaram a presenca de ani-

mais com lesdes compativeis com tuberculose, bem como

100: marcador molecular; AN5: amostra padrao; 4/09: amostra
analisada; C-: controle negativo.

Figura 3. Resultado da eletroforese em gel de agarose
mostrando a amplificacdo realizada com os primers Tb11 e
Tb 12, caracterizando a amostra como pertencente ao género
Mycobacterium.

100, 50, 25: marcadores moleculares; AN5: amostra padrdo; 2:
amostra analisada; C-: controle negativo.

Figura 4.Eletroforese emgel de agarose mostrando fragmentos
de 240, 115 e 75 bp gerados pela digestdo do amplificado de
439 bp, especifico do complexo Mycobacterium tuberculosis,
pela enzima de restricdo BstEll.

isolaram micobactérias e identificaram a presenga de bacilos
4lcool-dcido resistentes na baciloscopia direta.

Entre os 28 ovinos investigados, em 2 (7,14%) foi con-
firmada a infecgio por micobactérias ambientais (Tabela 1).
Marconpes (2007) utilizou 57 ovinos da regido de
Pindamonhangaba e obtive isolamento de micobactérias em
7, sendo micobactérias ambientais em 6 e micobactérias do
complexo M. tuberculosis em 1 animal. Uma possivel ex-
plicagdo para a maior frequéncia de micobactérias ambien-
tais em ovinos é que eles pastejam rente o solo, de maneira
que a probabilidade de ingestdao de micobactérias ambien-
tais que tém como habitat o solo, dgua, poeiras e aerossdis
(FALKINHAN 3rd., 1996) ¢ maior.

Dos caprinos pesquisados, houve isolamento de
Corynebacterium pseudotuberculosis em 8 (66,66%), com
isolamento simultdneo de micobactérias e de C. pseudotu-
berculosis em 1 (8,33%) animal. J4 nos ovinos, registrou-se
isolamento de C. pseudotuberculosis em 17 (60,71%), tam-
bém havendo isolamento simultdneo de micobactérias e de
C. pseudotuberculosis em 1 (3,57%) animal. Os achados fo-
ram semelhantes aos de MarcoNDEs (2007), que detectou
3,5% (2/57) de isolamentos simultdneos do agente causador
da linfadenite caseosa junto & micobactérias. Na mesma pes-
quisa, o autor verificou que os érgaos mais afetados foram o
figado, linfonodo submandibular, intestino, pulmao, linfo-
nodo mediastino e glindula mamdria, resultado semelhante
a0 do presente estudo, em que os 6rgaos mais afetados foram
também o figado e os linfonodos submandibulares.

Nos exames macroscépico e histopatolégico, as lesoes
por micobactérias ambientais e C. pseudoruberculosis nao
foram diferencidveis das provocadas pelo complexo M. ru-
berculosis, tanto nos caprinos quanto nos ovinos, resultados

igualmente encontrados por MARCONDES (2007), que referiu

100, 50, 25: marcadores moleculares; AN5: amostra padrao; C-:
controle negativo; 2: amostra analisada.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose mostrando fragmentos
de 240, 135 e 60 bp gerados pela digestdo do amplificado de
439 bp, especifico do complexo Mycobacterium tuberculosis,
pela enzima de restricao Haelll.
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que as lesoes causadas por M. flavescens 1, M. kansasii e C.
pseudotuberculosis nao puderam ser diferenciadas. No Brasil,
a linfadenite caseosa dos ovinos e caprinos ¢ importante para
os criadores em decorréncia das perdas econdmicas, e estd
amplamente disseminada nas criagdes (RIET-CORREA ef 4.,
2001). Devido as lesoes causadas por C. pseudotuberculosis
serem semelhantes as causadas por micobactérias, hd a neces-
sidade de se aprimorar o diagndstico diferencial entre as duas
infecgoes (MARCONDES, 2007).

A auséncia de micobactérias ocorrida em 37 (92,5%)
das amostras com lesées tipicas ou sugestivas de tuberculose
pode estar associada, segundo BALIAN ez al. (1997), a trés hi-
péteses: deficiéncia do método de isolamento com morte na
descontaminagio ou dificuldade de se multiplicar no cultivo,
a morte das micobactérias ap6s promover a lesdo, pela defe-
sa do préprio organismo, ou a lesio causada por outro tipo
de micro-organismo. O género Mycobacterium é altamente
exigente no que se refere a nutrientes, quando comparado
a outras bactérias patogénicas, como Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Escherichia coli e outras enterobactérias. Tais
caracteristicas facilitam a multiplicagdo anterior de contami-
nantes menos exigentes, tornando indispensdvel a aplicagao
de um tratamento das amostras previamente 2 tentativa de

isolamento das micobactérias (BaLian, 2002).

Conforme GUTIERREZ (1995) e Ramirez (2003), os ca-
prinos sio mais suscetiveis A tuberculose, por isso tém sido
apontados como um bom modelo animal para estudos de
patogenicidade e patologia da tuberculose e para a avaliacao
de novas vacinas. Os autores reforcam ainda que pesquisas
moleculares e o desenvolvimento de novas vacinas sao im-

prescindiveis para a erradicagdo da tuberculose caprina.

CONCLUSAO

O isolamento de micobactéria do complexo M. tuberculosis
em caprinos abatidos no semidrido da Paraiba, bem como
a detec¢iao de micobactérias ambientais em ovinos, levanta
preocupagées do ponto de vista de satide publica, uma vez
que profissionais envolvidos na manipulagio desses animais
e a popula¢io consumidora da carne e leite estdo expostos ao
risco de infecgdo. Dessa maneira, é importante a conscienti-
zagio por parte das autoridades sanitdrias acerca da implan-
tagdo de medidas de prevengio adequadas com o objetivo de
impedir, ou pelo menos diminuir, a disseminagio da tuber-
culose em caprinos e, consequentemente, bloquear a possivel
transmissdo do agente para os seres humanos.
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